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??? Epo ???????????????Epo ??????????Epo ?????
????????????????????????????????? Epo????
???????????????????????? Epo?????????????




















	 Epo?????????Epo?????????? 17 kbp???? 15 kbp?????
???????????????????????? Epo?????????????
?????? 17 kbp??????????????????????????????
????? 7 kbp??????? tdTomato?????????????????????
???????????????????????????????????????
 5 
??????????????? 7 kbp ?????????????????????
????????????????????????? 17 kbp ?????XS ????














??????????????????????????? Epo ??????? 2)??
???????????????????????????????? Epo?????
??????????? 3) 4) 5)??????????????? Epo?????????
????????????????????????????? 
	 ??????????????????? 10.5 ?????????????????
???????????????????????????????????????










??????????????????????? 9) 10)?Epo ???????????




????????????????????????? 9.0 ??? Epo ???????
??????????????? Epo???????????????????? 12) 13)? 
	 	 Epo?????????????????????? EPO???????????











????????? EPO???????????????????? 16) 17)??????
?? Epo?????????? BAC?????????? GFP??????????
???????????????????????? Epo?????????? 17 kbp
???? 15	 kbp?????? Epo???????? Epo?????????????
????? 7) 8)??????????????? Epo????????????????
?????????????????????????? 
	 ?? Epo???????????????????????????? Epo????
??? Epo??????????????????????????????????
????????????EPO??????Renal EPO Producing Cell; REPC?????
???REPC?????????? EPO??????? Epo????????MAP2?
NFL ??????????????????????????? EPO ???????
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EPO?????????????????? 18)? 
	 HRE??????????????????????????Hypoxia inducible factor?
Hif???Epo ??????????VEGF ? iNOS ????????????????
?????????????????? 19)?Hifα ?????????????????
??????????? Hif-PHD?????????von-Hippel-Lindau tumor suppressor 
?pVHL????????????????????????????????????
????????????????????? Hif-PHD ????????????Aryl 
hydrocarbon receptor nuclear translocator?ARNT???????????????????
?????? 20)?Hifα???Hif1α?Hif2α??? Hif3α???????????????
???HIF2α ????????????????????Hif1α?Hif2α ???????
???????????????Epo ???????????? Hif2α ???????




3.	 ????  
	 ???????????????????? Epo????????????? Epo?
????????????. ???????? Epo?????????.?? Epo???














	 miniEpoHE-tdTomato?????????Epo????? 17kbp?? HE??????
??????????????? PCR ???????GENEART Seamless Cloning and 
assembly kit?Invitrogen?????tdTomato ???????? pBluescript? SK+ vector
?????????? 
	 δF2-60k-GFP?????????Epo????? 8 kbp??????????????
???????????????? 60k-GFP???????????????????
????????????????? 




	 Luciferase reporter ???? pXP? vector ????Epo ????????????
Luciferase ?????????? mPLuc ?????????????????????
???-8kHRE?HE?XS?SE??????????????????????????
??? 
	 ?????????? 3????? 
 
4-2.	 ?????????????? 
	 ?????????? 22k-GFP?17k-GFP?17kxm-GFP?Epo?HE/GFP???? Epo??
???????? Epo?????????????? Epo?????????????
??????????????? Wnt1-cre?Pax3-cre?P0-cre???? Rosa26R-tdTomato






	 ????? 1? 1???? 2??3?4?????????????????????




	 ????????? REPC ????????????????????????
LipofectAmine?LipofectAmine 2000?Invitrogen???????????????????
?????????????5% CO2?1% O2???? 24???????????????




	 ????? 3 mm??????????4%????????????? 4????? 3
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????????????? 20 % sucrose/PBS ?????????? OCT compound 
(Sakura Fineteclnical)?????????????25 um?????????????? 
 
4-5. 	 ??????? 
	 ??????????????????????DAKO:X9092??????????
????????????????????????????? GFP???MBL:598??
????? GFP ??? aves:GFP-1020? abcam:13970?????? DsRed ??
?Clonetech:632496?????? CD73???BD Pharmingen:550741?????? CD31?
??eBioscience:13-0311?????? CD105???Biolegend:120402?????? PDGFRβ
???Abcam:ab32570??????MHC class????eBioscience:17-5321-81??????
GFAP???Sigma Aldrich:c9205?????4?????????????????? Alexa 





	 ????????????????????? LSM510META?Carl Zeiss?????? 
 
4-6. 	 ????????? 
	 ????????????????????????????????????
Trypsin/EDTA?0.05??????????? 5% FBS/PBS ?????????????
??????????????Trypsin/EDTA?0.25%?????????? 5% FBS/PBS
????????????? FACS Aria??? FACS AriaⅡ?BD Bioscience?????? 
 
4-7. 	 ??????? 
	 ISOGEN?Nippon Gene????????????????RNA???????SuperScript 
??Invitrogen??????????????? cDNA????????? RT-PCR??
Applied biosystms 7500 real time PCR system? qPCR Mastermix?qPCR Mastermix Plus for 
SYBR GreenⅠ?Eurogenetic????????????????? 2?????
 16 
5.	 ????  
5-1.	 ?????????????????????????? Epo?????  
	 ???? Epo?????????? Epo????????????in situ hybridization
??????????????????????????????? 12)?22k-GFP?





??????????????22k-GFP ??? 8.5 ????????????????
????????????? 8.5 ????????? GFP ??????????? 9.5
?????????????????????????????? GFP???????
???1B-D???????????17k-GFP??????????????????1E-H?? 







?????????? Albumin??????????????? 2D?E?24)? 
	 ????? Epo?????????????22k-GFP?? 17k-GFP??? 9.5???
???????????????? GFP ?????????????????????
???????????????????????????????????????
GFP ???????????????????? GFP ??????????????
3A-E????????????????????????? GFP ??????????
???? 3A-C?????????????????????????????????
????? GFP???????????? 3F??17k-GFP??? 10.5????????
???????????????????????????? GFP????????? 
3G-H???? 13.5??????????????? GFP???????????? 3I?? 
	 ????????????????? GFP???????????????????
???????????????????? tdTomato ?????? GFP ??????
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?? 4D-F???? 17k-GFP::P0-cre::Rosa26-tdTomato?? 4G-I???? 9.5??????
???????????????????????17k-GFP::P0-cre::Rosa26-tdTomato?
?? 10.5 ???????????????????? GFP ???????? tdTomato
??????????????????????? CD105?endoglin?????????
?????? 4J-K?25)???????????? 8.5 ???????????????
????????????? Epo???????????????? 
 
5-2.	 ?? Epo???????????????????  
	 ?????????????????????????????? Epo??????

















????platelet derived growth factor receptor be-ta?????????? 5F?G?27)??
???????????????????????????????? αSMA????
 20 
??????alpha smooth muscle actin?????????????MHC classⅡ?????
??????????????major histocompatibility complex class ?????????
??????? CD31?????????????platelet endothelial cell adhesion molecule?
??????????? 5H-J?27) 28)???????????????? Epo?????
????????????????????? 26)? 
	 ?? 5 ????? 17k-GFP??? Epo?HE/GFP??????????????????
???? GFP?? Epo??????????????????????? Epo????
? GFP???????????? 6A???????????????????????
?????????????? GFP???????? 6B-D?????????????
Epo ????? CD73 ???????????? Epo ???????????????
????????? 6C?D?? 
 
5-3.	 ??????????????????? Epo?????  
	 ???????????? Epo????????????????????????







??????????????? 7I?????????????????? EpoGFP/GFP ?
?????????????????EpoGFP/GFP:3.3k-Epo?Inheritable Super Anemic Mouse; 
ISAM????????????? 7J?? 
 
5-4.	  Epo??????? Epo???????????? 17 kbp???????
????????? HE????????  
	 ?? Epo???????? Epo????????????????????????
???????????????????????????????????????
?? GFP ????????? 8A??Epo ???????????? 22 kbp ?????
163 kbp ??????????????????? 22k-GFP ????????????
 22 
??????????????? GFP ?????????? 8B?C??Epo ?????




???Epo ???????????? 13 kbp ????? 14 kbp ?????????
13k-GFP ??????????????? GFP ????????????? 8H?I??
?????????????????? Epo???????? Epo?????????
? 17 kbp???? 15 kbp?????????????????????? Epo????
??? Epo?????????? 17 kbp???????????????? 1?? 
	 Epo????????????????????????? EPO?????????
???????????????????????????????????????






??HE ???? 9A???????? tdTomato ?????????????????
?????????????miniEpoHE-tdTomato?? 9A?? 3???? miniEpoHE-tdTomato
????????????????????????????????????? Epo






????? GFP??? tdTomato ?????????????????????????
???????????? GFP???????? tdTomato????????Hct???
??????? GFP?tdTomato??????????????? 9E-G????????
Epo???????? Epo???????????? 17 kbp????????????
??????? HE ????????????????? Epo ???????????
???? 17 kbp?????????????????????????????? 1?? 
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5-5.	 Epo?????????? 8 kbp???????? HRE?????  
	 Epo?????????????????? Hifα???????????Epo???
????????? 17 kbp ???? Epo ?????????????????
miniEpoHE-tdTomato??????????−??????????HRE???????
???HE??? Epo?????????? 8 kbp??? ACGTG?????? 17 kbp
???????????? GCGTG?????????? 17 kbp???? 15 kbp???
??? XS????? 15 kbp???? 14 kbp????? SE????? 8 kbp??? HRE
???????????????????-8kHRE ????????? Epo ?????













???-8kHRE ???? HRE/Hif ????????????????????????
??????? 
 





?? 17 kbp?? 15 kbp????????????????????????????
XS ??? Epo ?????????????????????XS ??????XS ??
 26 
? 2 ???? XP ????? PS ????????????????? HSP68 ????
?????????? GFP???????????????????????????
??????????????????????????????????????? 







	 ????????????? HRE ?????-8kHRE ??????????????
????????????????? Epo ????????????-8kHRE ????
??????????????????-8kHRE ??? Epo ????????????
? GFP ??????????????????????????????? 11E???
??-8kHRE ??? Epo ????????????????????????????
??Epo???????????? 60 kbp????? 120 kbp???????????
 27 









6.	 ??  
6-1.	 ???????????????????? Epo???????????  
	 	 Epo ????????????????????? Epo ????????????
???????? 11)????????????? Epo???????????????
???????????????? 7.5???????????????????? Epo
????? 9.5 ????????????????? Epo ?????????????
????? Epo ???????????????? 8.5 ??????????????
????????????????? Epo????????????????????
??????? GFP???????? EpoR???????????????????
GFP ???????? EpoR ??????????????????????????
Epo??????????????????????? GFP??????? Epo???








?????????????? ??? ?????? ?????? 8.5 ???????????
??????? Epo ???????????????????? GFP ???????
Epo????????????????????????????????????	 
 

















































































6-5.	 ?? Epo???????? Epo????????????????????
???????????  
	 ?????????? Epo????????????? Epo???????????
???? Epo?????????????????????????????????
????? Epo?????????????? Epo????? HE?????????
?????????????? Epo?????? Epo???????????????
????????????????????????????????? Epo????




Epo ???????? Epo ???????????????????????????
???????????????????? HRE ???????????Epo ????
?????? 8 kbp???????-8kHRE????????????????????
????????????????????????????????? Epo????
???? Epo ?????????-8kHRE ????????????????????
??????? 17 kbp??????????????????? Hifa?????????
?????????????????????? Epo???????????????
????????????????????miniEpoHE-tdTomato ???? F3 ????
???????????????????????????????? Epo?????
???????????????????????????????????????
??????????????????????? Epo ???????? Epo ????
???????????? 17 kbp???? 15 kbp????????????????
??? HE???????? Epo????? Epo???????????? 17 kbp??
?????????????????????????????????????Epo





	 ???? Epo????????? Epo???????????? 17 kbp??????
???????????????????BAC??????????????????
????????????????????miniEpoHE-tdTomato ??????? 7 kbp
?????? Epo???????????????????????????????
?????????Epo?????????????????????????????
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? 1	 GFP????????????????????????? Epo??????? 
????????????????????????????????22k-GFP ? Epo
?????????? 22 kbp???? 163 kbp?????17k-GFP? Epo??????
???? 17 kbp???? 15 kbp???????????Epo????????????
4?????? GFP??????????????B-D. 22k-GFP??????????




























? 2	 ??? GFP???????????????? 
A. GFP??????????? 17k-GFP????????? 9.5????????Head 
region???????Body region???????????? GFP??????????

























? 3	 ????????? GFP????????????????? 
A-C. 22k-GFP?? 9.5?????????????????????????????
?????? GFP ????????????????????????????D-E. 




o?????h????????g????a?????m????k????Bar = 100 um?






















? 4	 ?????????????? Epo?????????? 
A-C. Wnt1-cre:Rosa26-tdTomato:17k-GFP ? ? 9.5 ? ? ? ? ? ? D-F. 
Pax3-cre:Rosa26-tdTomato:17k-GFP ? ? 9.5 ? ? ? ? ? ? G-K. 
P0-cre:Rosa26-tdTomato:17k-GFP?? 9.5???G-I???? 10.5???J?K?????
???????????A?D?F??????????????B?C?E?F?H?I??
?????????J?K?????? GFP ???? CD105 ????????????
????B?E?H?J??????C?F?I?K?????????????? GFP???
????tdTomato??????????????????Bar = 200 um (J)?Bar = 50 um?B?























? 5	 ?????? Epo???? 
A. Epo????Epowt??GFP????? Epo?????????EpoGFP??HE????
????Epo?HE????? B. Epo?HE/wt??? Epo?HE/GFP??? 4????Epo?HE/GFP?
????????????????C-E. ?? 6??? Epo?HE/wt?C??Epo?HE/GFP?D?E?
?????????? GFP?????????????F-K. ?? 6?? Epo?HE/GFP??
????????????????????? Epo?????????????????
???????????????????CD73?F????PDGFRβ?G????CD31?H?
























? 6	 ????? Epo???? 



























? 7	 ?????? Epo???? 
A. ??? 17k-GFP???????? B, E. A-a???????????B????? GFP
????????????B??????????????E??C, F. A-b???????
????C????? GFP????????????C??????????????F??
D, G. A-c???????????D????? GFP????????????D????
??????????G??H-I. ? GFAP ???????? GFP ??????????
???????J. ISAM?EpoGFP/GFP: 3,3k-Epo?Hct:17%???????????? GFP























? 8	 ?????????????????? Epo?????????? 
A. ??????????????????????B-C. ??? 22k-GFP??????
????????D-E. ??? 17k-GFP??????????????F-G. Epo????
???????? 17 kbp? GFP??????????????????? 17kxm-GFP
??????????????????H-I. Epo?????????? 13 kbp????
14 kbp?GFP??????????????????? 13k-GFP??????????
???????????B, D, F, H????C, E, G, H???????????????





















? 9	 ?????????????????? Epo?????????? 





??????? tdTomato ???????????????????? tdTomato ???
???E-G. 17k-GFP:miniEpoHE-tdTomato????????? GFP?????? dsRed?
???????????????? GFP?????? dsRed???????GFP, tdTomato






















































? 11	 XS???-8kHRE????????????????????? 
A. XS-GFP?XP-GFP?PS-GFP??????????????????? HSP68???
????????????B-D. ?????? XS-GFP?B??XP-GFP?C??PS-GFP?D?
????????? GFP ???E. 60k-GFP?δF2-60k-GFP?-8kHRE-mP-GFP ?????
F-G. ??? δF2-60k-GFP ??????????? GFP ?????????????
?F????G?????H. ???-8kHRE-mP-GFP ??????????? GFP ???





10.	 ??  
	 ??????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????
???????????????????????????????????????
???????????????????????????????? 
 
 
